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Abstract 

The changes of microorganisms community soil have important effects on soybean plants, so it is 
necessary to study the changes. The rhizosphere soil of different growth stages was studied, and 
the bacteria were sequenced using the Illumina HiSeq 2500 sequencing platform in the rhizos-
phere soil. After genomic DNA extraction, PCR product amplification and purification, construction 
of the library and sequencing data analysis, the species annotation of the high throughput se-
quencing experiment showed that the relative abundance of Proteobacteria, Acidophilus, and Ac-
tinomycetes was the highest in the samples. Alpha diversity experiment showed that the diversity 
is more abundant at maturity. 
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摘  要 

大豆根际土壤中微生物群落的变化对大豆植株会产生一定影响，所以研究其变化很有必要。以不同生长

阶段的大豆根际土壤为研究对象，利用Illumina HiSeq 2500测序平台对根际土壤中细菌进行测序。经过

基因组DNA提取、PCR产物扩增纯化、构建文库以及测序数据分析，物种注释结果表明样品中变形菌门、

酸杆菌门、和放线菌门的相对丰度最高。Alpha多样性结果表明成熟期的多样性更加丰富。 
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1. 引言 

当今世界土地上种植的大豆具有资源丰富、高价值、多样性等特点，所以大豆成为种植最广泛的豆

类植物之一，以至于在农副产品中占有很重要的位置[1]。如今，中国对大豆的需求正在增加，但主要依

赖于进口[2]。所以，提高大豆产量是我国较为迫切的问题。中国在农业生产过程中仍然延续了前人的经

验，如农药、化肥等的使用。虽然使用化肥可以在一定时间内提高农作物产量，但是长时间使用会使得

土壤很难恢复到以往的状态，此外，过量使用会导致土壤酸化、土壤肥力下降和水体富营养化等问题，

进而影响到我国农业的发展[3]。而近年来，越来越多的微生物肥料已崭露头角，在改善土壤环境方面微

生物肥料比传统的方法更加有优势[4]。 
1904 年，德国的 Hiltner 提出了“根际”概念来描述植物根系分泌物对土壤微生物的影响[5]。这种

效应主要是根际分泌物对其周围根际微生物的群落结构和生态分布的根际效应[6]。我们现在面临的一个

问题是探索自然环境中微生物群落的结构、功能和活动。为了解决这个问题，近些年来，许多科学家已

经探索出一些技术方法。目前，最广泛使用的是高通量测序，其测序平台包括 Illumina (如 HiSeq，MiSeq)，
Roche454 GS FLX，SOLiD5500 系列以及 Ion Torrent/ Ion Proton 平台。其中 Illumina 系统数据量大、成本

相对较低和 SOLiD 的系统准确度高的优势让其成为现在二代测序研究的主要手段[7]。 
本文利用大豆在幼苗期和成熟期两个不同生长阶段的根际土壤作为实验材料，然后运用 Illumina

测序平台对其根际土壤中细菌的 16SrRNA 进行高通量测序，将得到的数据进行分析并比较这两个时期

的细菌群落结构的不同，这一研究为以后豆科植物不同阶段土壤微生物的细菌群落结构的变化提供理

论基础。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

2.1.1. 研究区概况 
本次研究对象为大豆根际土壤，所用土壤样本采集于陕西省咸阳市白良寨村(位于陕西省咸阳市秦都
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区双照街道东南方向，距离咸阳市区 10 公里；34˚11'N，107˚38'E，暖温带大陆性季风气候，年平均气温 
13.4℃，降水量 519.2 mm，日照 2175 h)大豆田。 

2.1.2. 样品采集 
2016 年 6 月 24 日和 2016 年 9 月 30 日采用“S 形采样法”在大豆田中选择 5 个采样点，使用抖根法

[8]对根际土壤进行取样：首先从土壤中将植物的根部轻轻挖出，然后轻轻抖落和根部相结合的部分土壤，

再用无菌小刷子刷取，将取得的土壤样品混合到一起，最后通过 2 mm 筛。最后将其均匀分成三等份放

置于−20℃冰箱保存。将 2016 年 6 月 24 日(苗期)采集的样品编号 DWB；将 2016 年 9 月 30 日(成熟期)
采集的样品编号为 DYB。 

2.2. 方法 

2.2.1. 土壤总 DNA 的提取与电泳检测 
土壤总 DNA 的提取：通过美国 MoBio 的 PowerSoil DNA Isolation Kit 试剂盒，并将提取的总 DNA

进行琼脂糖凝胶电泳和核酸定量分光光度计(NanoDrop，美国)检测[9]，检测合格以后，密封送往北京百

迈克公司进行测序。 

2.2.2. 试验上机流程 
整个试验流程包括对土壤样品中细菌 16SrRNA 进行 PCR 扩增，选择细菌通用的引物 338F 

(5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3')和 806R (5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3')对细菌的 16SrDNA
进行扩增。扩增条件为如表 1 所示，PCR 扩增过程：预变性(95℃) 5 min，变性(95℃) 1 min，退火(50℃) 
1 min，延伸(72℃) 1 min，最终延伸(72℃) 7 min。然后进行产物的纯化，建立文库，进行质量检查，再

使用 Illumina HiSeq 2500 平台检查质量并测序[10]。以上测序文库的构建、质检和上机测序流程由北京百

迈克有限公司提供。高通量测序因其特有的优势，比如测序深度较高，成本低，数据量较大以及信息量

较丰富已经在现代土壤微生物的研究中越来越普遍。 
 
Table 1. PCR reaction system 
表 1. PCR 反应体系 

试剂名称 用量 

基因组 DNA 40~60 ng 

*Vn F (10 μM) 1.5 μL 

*Vn R (10 μM) 1.5 μL 

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase 0.2 μL 

High GC Enhancer 10 μL 

Buffer 10 μL 

dNTP 1 μL 

ddH2O 补至总体系 50 µL 

2.2.3. 测序数据分析方法 
1) 使用 FLASH V1.2.7 软件，得到 Raw Tags。2) 使用 Trimmomatic v 0.33 软件，得到 Clean Tags。

3) 使用Uchime V4软件鉴定并去除嵌合体序列，以获得有效数据(Effective Tags)。4) Uclust用于QIIME (版
本 1.8.0)软件中，使用 Uclust 以 97%的相似性水平聚类序列，并获得样品的 OUT 分类数据。5) 根据测序
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结构对门水平和属水平上的细菌菌群丰度进行分析。6) 根据测序得出的结果进行 Alpha 多样性分析，其

中 Shannon 指数和 Simpson 指数与细菌群落的多样性有关，Simpson 越小，Shannon 越大，则细菌群落物

种多样性越高。Ace 指数、Chao1 指数越大，样本丰富度越高。7) Bata 多样性分析，用于比较样本之间

的差异。 

3. 结果与分析 

3.1. 样品测序结果分析 

将高通量得到的数据进行数据预处理[11]，得到的测序长度集中在 360~460 bp 之间，6 个样品产生

总共 1544 个 OTU，各样本统计结果见图 1。从样品中随机选择一定数量的序列，并计算由这些序列表示

的物种数，并通过序列数和物种数绘制稀释曲线，如图 2 所示。随着测序次数的增加，曲线逐渐变平，

表明测序深度足够。 
 

 
Figure 1. Distribution of OTU numbers in each sample 
图 1. 各样本 OTU 个数分布图 

 

 
Figure 2. Dilution curve of bacteria sequencing in soybean rhizosphere soil samples 
图 2. 大豆根际土壤样品细菌测序的稀释曲线 
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3.2. 土壤细菌结构群落分析 

在 97%的相似度水平下，利用 Mothur 软件对 OTU 数进行分析，然后再与 Silva 数据库进行相似性比

对。结果显示，样品中的细菌分属于 25 个门，78 个纲，123 个目，205 个科，317 个属，234 个种。 

3.2.1. 门水平群落结构 
由图 3 所知，在两个时期中，苗期(DWB)门水平上按相对丰度的高低排序，优势菌门(丰度 > 4%)是

放线菌门(Actinobacteria, 29.76%)，酸杆菌门(Acidobacteria, 19.90%)，变形菌门(Proteobacteria, 26.38%)，
绿弯菌门(Chloroflexi, 4.72%)，芽单胞菌门(Gemmatimonadetes, 9.22%)，拟杆菌门(Bacteroidetes, 5.61%)。
成熟期(DYB)的优势菌门(>4%)和成熟期相同，但是相比成熟期来说只有放线菌门(Actinobacteria, 40.36%)
的相对丰度增加了，酸杆菌门(Acidobacteria, 17.89%)，变形菌门(Proteobacteria, 18.58%)，绿弯菌门

(Chloroflexi, 4.38%)，芽单胞菌门(Gemmatimonadetes, 8.71%)，拟杆菌门(Bacteroidetes, 4.74%)的相对丰度

都下降了。 
 

 
Figure 3. Phylum distribution of phylum level 
图 3. 门水平物种分布图 

3.2.2. 属水平群落结构 
由图 4 所知，属水平上，按相对丰度排序，苗期(DWB)的优势类群(丰度 > 4%)是：bacterium (45.12%)，

Pseudonocardia (12.02%)，Sphingomonas (6.26%)，成熟期(DYB)的优势类群(丰度 > 4%)是：bacterium 
(43.40%)，Pseudonocardia (10.02%)，RB41 (4.20%)。由此可知不同时期的土壤样品在属水平上的群落结

构有所差异。 

3.2.3. 门水平和属水平上 ANOVA 分析 
按相对丰度高低排序，由表 2、表 3 可知，在门级水平的前十个门中，除放线菌、芽单胞菌门、硝

化螺旋菌门，其他细菌之间皆存在有显著差异，当中属酸菌门的差异较为明显(p = 0.008155)；在属水平

上排名前十的属中，有显著差异的属为 Pseudonocardia (p ＝ 0.000762)，Sphingomonas (p ＝ 0.000011)，
RB41 (p ＝ 0.000481)，Bryobacter (p ＝ 0.009852) Pseudarthrobacter (p = 0.000003)，Streptonmyces (p = 
0.0001)，其中差异最为显著的属为 Pseudonocardia。 
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Figure 4. Genus distribution of phylum level 
图 4. 属水平物种分布图 

 
Table 2. ANOVA variance analysis on relative abundances of major bacterial flora at phylum level 
表 2. 门水平主要菌群相对丰度 ANOVA 方差分析 

门 
Phylum 

p 值 
p value 

Q 值 
Q value 

酸杆菌门 
Acidobacteria 0.008155 0.033981 

芽单胞菌门 
Gemmatimonadetes 0.221786 0.221786 

放线菌门 
Actinobacteria 0.001771 0.010545 

变形菌门 
Proteobacteria 0.000126 0.002906 

拟杆菌门 
Bacteroidetes 0.012703 0.031757 

绿弯菌门 
Chloroflexi 0.012467 0.034631 

疣微菌门 
Verrucomicrobia 0.044327 0.069262 

硝化螺旋菌门 
Nitrospirae 0.128408 0.168958 

浮霉菌门 
Planctomycetes 0.008609 0.030747 

Saccharibacteria 0.014586 0.03315 

 
Table 3. ANOVA variance analysis on relative abundances of major bacterial flora at the genus level 
表 3. 属水平主要菌群相对丰度 ANOVA 方差分析 

属 
Genus 

p 值 
p value 

Q 值 
Q value 

假诺卡氏菌属 
Pseudonocardia 0.000762 0.004575 
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Continued 

鞘氨醇单胞菌属 
Sphingomonas 0.000011 0.000411 

类诺卡氏菌 
Nocardioides 0.042468 0.076689 

RB41 0.000481 0.003724 

Bryobacter 0.009852 0.029086 

H16 0.041709 0.077578 

糖丝菌属 
Saccharothrix 0.000067 0.000078 

Pseudarthrobacter 0.000003 0.00026 

Streptonmyces 0.0001 0.002069 

3.3. 细菌群落多样性分析 

从样品的 Alpha 多样性指数可以看出细菌群落的丰度和多样性，衡量指数 Shannon 指数、Simpson
指数、Ace 指数、Chao1 指数以及覆盖率如表 4 所示。结果显示大豆在成熟期的物种多样性和丰富度比

苗期高。 
 
Table 4. Diversity alpha index 
表 4. Alpha 多样性指数统计 

Sample ID Ace Chao1 Simpson Shannon Coverage 

DWB-1 1523.0862 1523.6667 0.0197 5.7110 0.9989 

DWB-2 1512.9757 1521.0110 0.0161 5.8752 0.9987 

DWB-3 1525.2751 1522.5366 0.0151 5.7802 0.9985 

DYB-1 1522.0861 1526.7838. 0.0126 5.8082 0.9992 

DYB-2 1529.8254 1532.0390 0.0171 5.9049 0.9992 

DYB-3 1528.2775 1524.8730 0.0124 6.0090 0.9994 

注：Sample ID 为样品名称；Chao1，Ace，Shannon，Simpson 分别表示各个指数；Coverage 是样本文库的覆盖率。 

3.4. Bata 多样性分析 

Nonmetric Multidimensional Scaling 是一种非线性多维尺度分析，通常用于比较样本之间的差异。所

有样品的 NMDS 图谱如图 5 所示，图 5 表明两个样本之间的相似性较低，即生长阶段不同的大豆根际微

生物群落结构不同。 

4. 讨论与结论 

有许多种土壤微生物，它们是栖息在土壤生态系统中的大量生物群落[12]。土壤中的细菌群落是其重

要成分之一，而其细菌群落结构的多样性是和土壤的质量和稳定性息息相关的[13]。因此，研究土壤微生

物是必要的。研究表明，通过以前的传统方法测量的微生物数量很少，约占微生物总数的 0.1%至 10% [14]。
这些传统方法只能检测门、类等水平的微生物类型，因此土壤中的土壤微生物群落结构不能作为一个整

体来描述。Illumina 的高通量测序技术快速、方便、高度准确。利用高通量测序技术进行土壤微生物研究，

大大提高了研究人员对土壤微生物多样性的认识[15]。已经探索了许多未知的土壤微生物及其在土壤中的
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功能作用。在本研究中，我们分析了大豆两个不同生长阶段根际土壤中细菌的群落结构和多样性。通过

该方法获得的结果表明每个样品的覆盖率高于 99%。从另一方面也表明本次的测序结果是能够准确反映

样本的情况的[16]。 
 

 
Figure 5. Non-metric multidimensional scaling analysis 
图 5. NMDS 分析 

 
该研究发现，所有样本都含有 25 个细菌门，其中变形菌、酸杆菌、和放线菌的相对丰度最高。Alpha

多样性的研究结果表明，Chao1、Ace 和 Shannon 指数显示成熟期的指数要高于苗期的，所以得出大豆在

成熟阶段的细菌群落多样性和丰度要比苗期高。NMDS 用于比较样本的组内或组间差异。在本研究中，

Stress = 0.0000，表明 NMDS 分析非常可靠。大量研究证实，根际微生物的数量和群落结构将随着生长期

而变化。结果表明，两组样品清晰地位于不同的象限，表明两个样品之间的相似性不高，即生长期不同

根际细菌的群落结构不同。大量研究证实，根际微生物的数量和群落结构将随着生长期而变化。 
高通量技术可以详尽地反映出不同生长阶段大豆根际微生物群落结构多样性的变化，本研究以不同

生长阶段的大豆根际土壤为研究对象，通过微生物菌群组成发现在前后两个不同生长阶段的样品中，门

水平和属水平中的优势菌群都发生了变化，而成熟期的菌群比苗期的菌群多样性更加丰富。但是由于高

通量技术的局限性，土壤样品中还有未能检测出来的细菌种类，所以仍需进一步探讨研究。 
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